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METHODE DE PRODUCTION DE MELANGES COMPLEXES D'ADNc ET 
APPLICATIONS DE CES MELANGES POUR L'ANALYSE DE L'EXPRESSION 

DES GENES 



L* invention a pour objet une methode pour la 
production de melanges complexes d'ADNc et les 
applications de tels melanges en particulier, comme 
10 sondes pour 1' etude des profils d 1 expression de g&nes 
dan s un tissu ou des cellules d'origine animale, vegetale 
et microbienne. 

Les mSthodes dfiveloppSes pour collecter les 
15 profils d' expression d'un grand nombre de genes sont 
basees sur 1 1 hybridation de sondes complexes d'ADNc 
derives d'ARN messagers (ARNm) sur differents supports 
portant soit des clones d'ADNc, soit des oligonucleotides 
spScif iques de milliers de genes. 

20 

L'obtention des ADNc par transcription inverse 
(en abrSg6 RT, pour Re/erse Transcription) des ARNm 
comprend classiquement 1 'utilisation comme amorces soit 
d'oligo <dT) , soit d' oligonucleotides synthetises de 
25 fa<?on alSatoire, soit des oligonucleotides specif iques 
des genes etudiSs. Dans le premier cas, 1' amorce 
oligo(dT) se fixe sur la queue poly (A) des ARNm 
(caracterist iques de l'extremite 3 'OH des ARN messagers 
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eucaryotes) et la transcriptase inverse allonge 1 • amorce 
oligo(dT) en direction de 1'extremite S'P des ARNm. Dans 
le second cas, la fixation de 1' amorce, constitu6e 
d ' oligonucleotides synthetises au hasard, se fait de 
facon al6atoire sur toute la longueur de l'ARNm et 
1' elongation de l'ADNc se fait dans les memes conditions 
que celles decrites ci-dessus. Dans le 3eme cas, la 
fixation se fait specif iquement sur les genes Studies et 
1' elongation se fait comme decrit precedemment . 

En utilisant ces ADNc comme sondes, il s'agit 
d'obtenir simultanSment plusieurs milliers de signaux 
d' hybridation qui . ref latent des situations biologiques et 
leurs variations dynamiques pour des etudes de 
physiologie, pathologie, ou pharmacologie , mais aussi 
pour des etudes comparatives de dif ferents organismes 
modules . 

On mesurera que la fiabilite de telles etudes 
depend de la nature du melange d'ADNc produit qui doit 
refleter la complexite de la population d'ARNm quel que 
soit le niveau d'abondance des especes moleculaires qui 
la const itue. 

Or la technique evoquee ci-dessus, qui est la 
plus couramment utilisee dans les laboratoires , et les 
kits commercialises pour synthetiser les ADNc selon les 
deux types de reaction indiques plus haut, ne permettent 
pas une transcription satisf aisante de 1' ensemble d'une 
population d'ARNm, en particulier des ARNm faiblement 
representee. 
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Dans la technique classique de transcription 
inverse, chaque molecule de transcriptase inverse amorce 
la synthese d'une chaine complementaire d'un ARNm, puis 
s'arrete spontanement apres 1' elongation de quelques 
centaines de nucleotides, et-. se detache de la chaine en 
cours de synthese. Elle s' attache alors a une autre 
chaine en cours de synthese dont elle poursuit 
1- elongation. Ceci a pour effet de favoriser les ARNm les 
plus abondants dans 1 ' echantillon de depart. 



Les inventeurs ont constate que cette technique 
pouvait Stre perf ectionnee en contr61ant la 
transcription . 

15 l> invention a done pour but de fournir une 

methode de production de melanges d'ADNc de grande 
fiabilite et reproductibilite . 

Elle vise egalement ces melanges en tant que 
tels et leurs applications notamment comme sondes 

20 d ' hybridation . 

I,a methode selon 1' invention, pour la 
production d'un melange complexe d'ADNc par transcription 
inverse d'ARNm de tissus ou de cellules, est caracterisee 
25 par 1' addition dans le melange reactionnel de 
terminateurs d' elongation, la recuperation du melange 
d'ADNc forme, suivie avantageusement de sa purification. 
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De maniere surprenante, 1' addition des 
terminateurs d' elongation a pour effet d'empecher le 
reamorcage evoque ci-dessus, les molecules de 
transcriptase inverse amorgant alors la synthese des 
chaines complementaires des molecules d'ARNm faiblement 
representees (les moins abondantes) . II s'ensuit que les 
melanges complexes d'ADNc realises en presence des 
terminateurs d' elongation representent 1- ensemble des 
ARNm de depart, y compris les ARNm presents en faible 
quant ite . 

L ' ARNm mis en oeuvre dans la methode de 
1' invention provient de cellules en culture ou de 
prSlevements ou encore de tissu, et peut- fitre d'origine 
quelconque, animale, vegetale ou microbienne. 

Dn terminateur d' Elongation largement utilise 
est constitue par les dideoxynucleotides . 

La reaction de transcription inverse est en 
particulier realisee selon les techniques habituelles . 

Comme amorces d' elongation, on utilisera avec 
avantage des oligonucleotides de synthese tels que mis en 
oeuvre classiquement dans les techniques de RT. Des 
oligonucleotides convenant pour la mise en oeuvre de la 
methode de 1' invention comprennent des hexameres ou des 
oligonucleotides synthetises au hasard. Des moyens de 
marquage sont avantageusement ajoutes au milieu 
reactionnel, par exemple des elements radioactifs, des 
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agents f luorescents, luminescents ou colorimetriques, ce 
qui permet de disposer d ' ADNc marques pour les 
applications ulterieures • 

De maniere generale, la methode selon 

1- invention est applicable a toutes les productions 

d' ADNc par RT a partir d'ARNm d'un tissu ou d'une 
cellule, quelle que soit l'origine. 

Elle presente l>inter§t d'etre hautement 
reproductible, fiable, efficace, et de ne pas engendrer 
de surcout notable . Le rendement de la reaction de 
transcription peut s'elever jusqu'a 90 % et mSme depasser 
cette valeur, alors gu'il n'atteint generalement 
qu' environ 30 % en operant selon les conditions 
habituelles . 

Comme illustre dans les exemples, cette methode 
presente l'avantage de permettre 1' etude d'un tres grand 
nombre de genes et de leurs niveaux d- expression, quel 
que soit l'espece ou le tissu etudie, grSce a la mise en 
evidence Cas genes faible™ent exprimes. 

II est alors possible de determiner avec une 
grande fiabilite les niveaux d' expression des genes par 
comptage des ADNc clones et sequences, par exemple selon 
la methode SAGE ou le sequencage partiel de banques 
d ' ADNc . 
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L 1 invention vise egalement des kits pour la 
mise en oeuvre de la susdite methode aux fins de synthese 
de tels melanges d'ADNc. Ces kits sont caracterises en ce 
qu'ils renferment en plus des reactifs pour la 
realisation d'une transcription inverse, des terminateurs 
d' elongation, en particulier des dideoxynucleotides, et 
une notice d 1 utilisation. 

L 1 invention vise, en tant que nouveaux 

produits, les melanges d'ADNc complexes tels qu'obtenus 

par la methode definie ci-dessus et le cas €chSant en 
utilisant lesdits kits. 

Ces melanges sont caracterises en ce qu'ils 
refletent de maniere fiable l'Stat transcriptional d'un 
tissu ou de cellules, ' k savoir le nombre et le niveau 
d 1 expression des genes . 

De tels melanges constituent done des copies de 
transcriptomes de grande qualite et permettent ainsi 
d'amSliorer, dans les experiences d» hybridation, les 
performances des sondes d'ADNc complexes elaborees a 
partir de tels melanges. 

L 1 invention vise done egalement 
1" utilisation des melanges complexes d'ADNc comme sondes 
d 1 hybridation . 
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De maniere avantageuse, ces sondes permettent 
de mettre en evidence 1- expression d'un grand nombre de 
genes en ameliorant considerablement la capacite de 
detection de 1 ' activite des genes faiblement exprimes . 

La qualite des ADNc du melange complexe en tant 
que sondes a 6te testee en synthetisant des sondes 
complexes a partir d'ARN messagers de divers tissus. 

En utilisant des f litres B. haute densite 
permettant 1- etude de 1 -hybridation, simultanement, d'un 
grand nombre de clones, les inventeurs ont ainsi mis en 
evidence que les melanges complexes selon 1' invention 
permettaient de detecter sur les filtres un nombre de 
clones superieur de 50 a 150 % a' celui observe avec les 
melanges d'ADNc utilises jusqu'alors, la majorite des 
clones ainsi identifies etant des clones correspondant a 
des genes faiblement exprimes. 

L' invention vise done egalement une methode 
pour etudier le profil d' expression de genes dans un 
tissu ou des cellules. 

Cette mSthode comprend la mise en contact des 
melanges d'ADNc marques definis ci-dessus avec l'ADN a 
etudier (ADNc, ou oligonucleotides specifiques des ADN) . 
dans des conditions permettant 1 • hybridation des 
sequences complementaires lorsqu'elles sont presentes. 
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On opere dans des conditions stringentes ou non 
avec des supports sur lesquels sont deposes les ADN a 
£tudier. 

Ces supports peuvent etre des filtres Nylon®, 
mais aussi d'autres supports, dont des lames de verre. 

Des conditions appropriees correspondent a 
l'utilisation d'une temperature de 68°C pendant 2 heures 
avec la meme solution avec 20 x 10 6 cpm de sonde. 

On procede a un lavage des filtres , puis on 
rSvdle les hybrides formes* 

L 1 invention fournit ainsi des moyens pour 
Studier 1" expression des genes et les modulations de 
cette expression en fonction de certains facteurs. 

Elle permet ainsi d' identifier des cibles au 
niveau therapeutique pour developper des medicaments. 

On citera h titre d'exemples, des applications 
en cancerologie, principalement dans les cancers du 
colon, pour identifier les gdnes modifies dans les 
cellules cancereuses par rapport aux cellules saines et 
determiner des cibles potentielles pour des 
developpements therapeutigues ; dans les maladies 
neuromusculaires pour des identifications du type sus- 
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indique au niveau du muscle, par exemple dans la 
myopathie de Duchesne (DMD) ; pour effectuer des etudes 
sur les muscles en etat d'apesanteur, ou encore dans des 
maladies neurodegeneratives (Maladie de Parkinson ou 
Amyotrophie lateral e sclerosante (ALS) . 

D'autres applications chez les bovins et les caprins ont 
pour but d'etudier les genes modifies dans la glande 
mammaire durant la gestation et la lactation, afin de 
connaitre les cibles permettant d'ameliorer la qualite et 
la quantite de lait. 

D'autres caracteristiques et avantages de 
1' invention apparaitront dans les exemples qui suivent, 
dans lesquels il est fait reference aux figures 1 et 2, 
qui represented respectivement , selon les 4 conditions 
d'amorcage de RT, 

- la figure 1, le rapport entre la taille des 
inserts en kb et les intensites d' hybridation, 

- la figure 2A, 1 * hybridation de f litres a 
haute densite avec des sondes complexes d'ADNc derivees 
d'ARNm poly (A) + de muscle squelettique de sour is, et 



- la figure 2B, la distribution des clones par 
classe d' hybridation. 
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Exemple 1 : Production d'un melange complexe 
d'ADNc a partir d f ARNm de muscle squelettique de souris. 

On rapporte les resultats de 5 series 
d 1 experiences . 

On synthetise a chaque fois un melange complexe 
d'ADNc par transcription inverse de 500 ng d'ARNm 
poly (A)* de muscle squelettique de souris. On effectue la 
reaction a l'aide du systeme de pre-amplif ication 
Superscript* pour la synthese du premier brin d'ADNc 
(Life Technologies SARL, Cergy Pontoise, France) , en 
operant selon les recommandations du f abricant . On 
utilise 500 ng d'hexameres ou 500 ng d f amorces oligo (dT) , 
50 /iCi de [a- 33 P]dATP, 3000 Ci/mmole (Amersham France, 
S.A., Les Ulis, France) et 500 jiM de d(T, C, G)TP 
(Pharmacia Biotech, Orsay, France) dans un volume final 
de 50 fil . 

On purifie le melange complexe obtenu sur une 
colonne de Sephadex G-50* (Quick Spin*, Boehringer 
Mannheim, France S*A., Meylan, France). 

On determine la quant ite de radioactivity avant 
et apres purification a 1'aide d'un compteur de 
scintillation (Beckman instruments France S*A., Gagny, 
France) pour calculer l'activite specif ique du melange 
complexe d'ADNc (cpm//ig d'ADNc) et le rendement de la 
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synthase en ADNc (%) . Pour calculer le rendement de la 
synthase en ADNc, on utilise un maximum theorique de 
synthese d 1 ADNc egal a 20 ng, valeur qui resulte de la 
concentration limitante de dATP dans la reaction 
(0,3 >MK 

Le tableau ci-apres dorme le rapport entre les 
conditions d'amorgage de la reaction RT, l'activite 
specif ique des melanges d 1 ADNc complexes (AS, cpm//xg 
d 1 ADNc ) et le rendement de synthese en ADNc (% du maximum 
theorique) . 



Oligo(dT) Oligo (dt) Hexameres Hexamer- 

+ + 
ddTTP ddTTP 



AS 
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«*" correspond aux sondes utilisees pour les 

hybridations de filtres representees sur la figure 2. 

L'examen de ce tableau montre que l'activite 
5 specif ique des melanges d'ADNo complexes se situe dans 
1'intervalle de 2 a 6 x 10 9 cpm/Vg independamment des 
conditions de l'amorcage RT. En utilisant des amorces 
oligo(dT) ou des hexameres, le rendement de la reaction 
RT qui se situe, respectivement , de 15 a 89% et de 1 a 
10 24%, apparait tres variable. 

Au contraire, en presence de 

dideoxynucl6otides, le rendement moyen de la reaction, 
egal a environ 35% en utilisant des oligo(dT) et a 
15 environ 95% en utilisant des hexameres apparait beaucoup 
plus reproductible. 

Les donnees de ce tableau montrent en outre que 
1 ' incorporation de dideoxynucleotides dans le melange 

20 react ionnel ameliore l'efficacite de la synthese d'ADNc 
amorcee avec les hexameres par un facteur de 5 en moyenne 
avec toutes les valeurs superieures a 79%. Des resultats 
similaires sont obtenus en operant avec 50 et 5 ixM de 
ddTTP (a savoir 1/10 ou 1/100 de concentration en dNTP) 

25 et avec ddCTP a la place de ddTTP. 



Exemple 2 : Utilisation du melange complexe 
d'ADNc de 1' exemple 1 comme sonde. 
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On utilise le melange complexe d 1 ADNc purifie 
aux fins d» hybridation sur des filtres de Nylon* a haute 
density (Hybond-N+, Amersham France S.A., France), 
comportant les produits d' amplification PCR des inserts 
de 133 9 clones d'ADN a partir d'une banque de muscle 
squelettique humain. 

Les filtres sont pre-hybrides a 68 °C pendant 30 
minutes dans une solution d' hybridation ExpressHyb® 
(Clontech inc., Palo Alto, CA, EUA) . On procede a 
1' hybridation a 68°C pendant 2 heures dans la m&ne 
solution avec 20 x 10 6 cpm de sonde. On lave les filtres 
a temperature ambiante a deux reprises pendant 30 minutes 
dans SSC IX/ 0,1% de SDS, et & deux reprises pendant 30 
minutes dans SSC 0,1X/0,1% de SDS . 

Ces conditions non stringentes permettent une 
hybridation optimale entre les sondes d 1 ADNc de souris et 
les cibles d f ADNc humains. Les filtres sont ensuite 
exposes a des ecrans de phosphore pendant 16 heures 
(Molecular Dynamics S.A,, Paris, France). 

Pour chaque filtre, on identifie et on 
quantifie les 1339 signaux d' hybridation a 1'aide d»un 
logiciel specialement congu pour cette application 
(XdotReader, Cose, France) . Pour chaque clone, la valeur 
de l'intensite de 1 1 hybridation est calculee comme dScrit 
dans Pietu et al, Genome Research, 1996, 6:492-503, et 
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normalise par division par la moyenne de toute les 
valeurs d'intensite sur chaque filtre. 

L 1 utilisation d* hexameres et/ou de 

dideoxynuclSotides dans la reaction RT n'introduit pas de 
deviation dans 1 • hybridation des inserts d 1 ADNc de 
differentes longueurs, comme le montre 1' absence de 
correlation globale entre 1 ' ^ntensit-5 des signaux et la 
longueur des inserts d 1 ADNc (r <_0,05 avec les quatre 
conditions d'amorgage testees, rapportees dans la figure 
1) . 

La figure 2A illustre les aspects qualitatifs 
de 1 'hybridation de f litres It densite elevSe avec les 
sondes d 1 ADNc complexes obtenues dans chaque condition 
testae . 

L 1 analyse des signaux d' hybridation permet 
d'assigner des valeurs d'intensites aux 539 (40%) , 451 
(33%), 797 (60%) et 1122 (83%) clones, qui different du 
bruit de fond lorsque la sonde est amorcee avec, 
respectivement, des oligo(dT), des hexameres, des 
oligo(dT)+ ddTTP et des hexameres + ddTTP. 

Ces resultats montrent une augmentation globale 
des clones detectes en presence de dideoxynuclSotides : 
+ 47% et +148% en utilisant respectivement des amorces 
oligo(dT) ou des hexameres. 
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La figure 2B illustre 1' analyse quantitative 
des valeurs d' intensity d' hybridation distributes dans 4 
categories representatives : bruit de fond (B) , f aible 
<f ) , moyen (M) : 2 fois la valeur f aible, et forte (F) : 
6 fois la valeur f aible. Les significations des symboles 
utilises sont les suivantes : amorces oligo (dT) : m , 
hexameres : 0 , amorces oligo (dT) + ddTTP : O , et 
hexameres + ddTTP : D • Le nombre de clones de chaque 
classe d'intensite d- hybridation est reporte en haut de 
chaque histogramme. 

Le nombre de clones avec des valeurs 
d'intensites d' hybridation fortes ou moyennes montre des 
variations limitees lorsqu'on utilise les quatre 
conditions RT. 

Au contraire, le nombre de clones avec des 
valeurs d'intensites faibles est plus que .ioublS 
lorsqu'on utilise les didoeoxynucleotides avec des 
amorces oligo (dT), et multiplie presque de 18 fois 
lorsqu'on les utilise avec des hexameres. Dans ces 
conditions la fraction de clones associee aux signaux 
d' hybridation qui ne peut etre distinguee du bruit de 
fond avec une fiabilite elevee est limitee a 16%, ce qui 
illustre la capacite amelioree de la sonde d'ADNc 
complexe correspondante a refleter les transcrits les 
moins abondants . 
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De plus, les valeurs d'intensites d 1 hybridation 
obtenues avec une sonde d 1 ADNc complexe produite avec les 
hexameres et les dideoxynucl§otides dans 4 hybridations 
du meme filtre & densite e levee differe de -10%. 
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REVENDI CATIONS 

1/ MSthode pour la production d'un melange 
complexe d'ADNc par transcription inverse d'ARNm de 
tissus ou de cellules, caracterisEe par 1 ■ addition dans 
le melange reactionnel d'ARNm, de terminateurs 
d' Elongation, la recuperation du melange d 1 ADNc forme, 
suivi avantageusement de sa purification. 

2/ MSthode selon la revendication 1, 
caracterisee par 1 'utilisation de dideoxynucleotides 
comme terminateurs d* elongation* 

3/ Kits pour la synthese de melanges d'ADNc 
selon la methode de la revendication 1 ou 2, caracterisSs 
en ce qu'ils renferment en plus des reactifs pour la 
realisation d'une transcription inverse, des terminateurs 
d' Elongation, en particulier des dideoxynucleotides, et 
une notice d 1 utilisation - 

4/ Melanges d 1 ADNc tels qu'obtenus par mise en 
oeuvre de la methode selon la revendication 1 ou 2, 
refletant de maniere fiable l'Etat transcriptionnel d'un 
tissu ou de cellules, a savoir le nombre et le niveau 
d ' expression des genes . 

5/ Utilisation de melanges complexes d'ADNc 
selon la revendication 4, comme sondes d» hybridation. 

6/ Methode pour 1' etude de profils d* expression 
de gSnes dans un tissu ou des cellules, caract£ris§e en 
ce qu'elle comprend la mise en contact des melanges 
d ' ADNc selon la -revendication 4, avec 1 1 ADN a etudier 



■ : ■■ ■ ■ m\ 

WO 00/77249 

(ADNc, ou oligonucleotides specif iques des ADN) , dans des 
conditions permettant 1 'hybridation des sequences 
complementaires lorsqu'elles sont presentes. 

7/ Application de la methode selon l'une des 
revendications 1 ou 2 aux productions d 1 ADNc par 
transcription inverse a partir des ARNm d'un tissu ou 
d'une cellule, en particulier en vue de determiner le 
niveau d» expression des genes par le comptage des ADNc 
clones et sequences, par exemple selon la methode SAGE ou 
le sequengage partiel de banques d 1 ADNc * 
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